1 ”乌金 猪 与 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 防 御 素 基因 mRNA 的 表达 规律 及 东亚 飞 蝗 抗菌 活性 物质 对 其 


2 在 免疫 应 激 细胞 中 表达 的 调节 作用 
3 FRÆ x) 红 ” 张 春 勇 安 清 聪 骆 雪 Mew HWRE” 
4 (云南 农业 大 学 ， 云 南 省 动物 营养 与 饲料 重点 实验 室 ， 昆 明 650201) 


5 fi 要 :本 试验 旨 在 检测 乌金 猪 和 具有 乌金 猪 血 缘 的 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 防御 素 -1CpBD-1)、 


6 “防御 素 -2 (pBD-2) 和 6B 防御 素 -3(pBD-3) 基因 mRNA 表达 的 差异 ， 并 探讨 东亚 飞 凰 抗菌 活 


7 ”性 物质 (LAAS ) 对 猪 胎儿 皮肤 成 纤维 细胞 (PFSF) 免疫 应 激 参 数 和 防御 素 (pBDs ) 基因 mRNA 


8 ”表达 的 调节 作用 。 采 用 实时 效 光 定量 PCR 方法 检测 2 月 龄 乌金 猪 与 约 大 乌 猪 心脏 、 肝 脏 、 肺 


9 ” 脏 、 肾 脏 、 空 肠 、 


a. + FR. BRR. LA. FRR. SE PLB ON SRI 12 种 组 织 中 pBD-1、 


10 pBD-2 Fl pBD-3 基因 mRNA 的 表达 差异 ;采用 培养 至 第 4~5 代 的 PFSF， 通 过 脂 多 糖 LPS) 


11 | 诱导 建立 免疫 应 激 模型 , 在 DMEM/F12 培养 液 中 添加 不 同 浓度 (0、75、150、300、600 和 1 200 


12 pg/mL) 的 LAAS， 考 察 LAAS 对 PFSF 免疫 应 激 参 数 和 pBD-1、pBD-2、pBD-3 基因 mRNA 


= 13 ”表达 的 影响 。 结 果 表明 : 1) Qe AE (SZ) WE AREA G (IgG) 含量 显著 


N 14 ”高 于 约 大 乌 猪 (P<0.05) ， 血 清 一 氧 化 所 (NO) 含量 极 显著 低 于 约 大 乌 猪 (P<0.01) 。2) 约 


15 ”大 乌 猪 大 多 数组 织 中 pBD-1、pBD-2 和 pBD-3 基因 mRNA 的 表达 量 高 于 乌金 猪 ; 2 个 品种 猪 的 


16 pBD-1 和 PBD-3 基因 mRNA 均 在 皮肤 和 卵巢 中 表达 量 较 高 ，pBD-2 基因 mRNA 在 肝脏 和 肾脏 


17 ”中 表达 量 较 高 。 3) 300 ng/mL LAAS 极 显 著 降低 了 培养 液 中 乳酸 脱氧 酶 LDH) 活性 (P<0.01); 


ALS 


胞 外 ) CP<0.01) ， 正 常 细 胞 和 


= 18 LAAS 极 显著 增加 了 培养 液 中 NO 含量 〈 除 75 pg/mL 组 正常 


19 ”应 激 细 胞 均 在 LAAS 浓度 为 600 pg/mL 时 达到 最 高 ; LAAS 浓度 为 0、75 和 150 pg/mL 时 应 激 


20 ”细胞 一 氧化 氮 合 酶 NOS) 活性 显著 或 极 显 著 高 于 正常 细胞 CP<0.05 或 P<0.01) ; 添加 1200 


21 ”pg/mL LAAS 可 极 显著 降低 培养 液 中 的 LSZ 活性 CP<0.01) , LAAS 浓度 为 150、300、600 和 


22 1200 pg/mL 时 应 激 细胞 与 正常 细胞 中 LSZ 活性 差异 显著 或 极 显 著 (P<0.05 或 P<0.01) 。4) 


23 ”应 激 细 胞 pBD-1、pBD-2 和 pBD-3 基因 mRNA 的 表达 量 均 高 于 正常 细胞 ; 当 LAAS 浓度 为 150 
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ug/mL 时 ，pBD-1、pBD-2 和 pBD-3 基因 mRNA 的 表达 量 最 高 。 结 果 提 示 ， 乌 金 猪 和 约 大 乌 猪 


防 


御 素 基因 的 表达 存在 明显 的 品种 差异 性 和 组 织 特 异性 ， 适 宜 浓 度 的 LAAS 能 够 降低 PFSF 中 


LDH 活性 ， 提 高 NO 含量 及 NOS、LSZ 活性 ， 上 调 应 激 细 胞 与 正常 细胞 防御 素 的 表达 量 。 


关键 词 : 乌金 猪 ; AKA; PBR: 免疫 应 激 ;， AL KEDE PE A 


中 


pe 
切 
改 


图 分 类 号 : S828 文献 标识 码 : 文章 编号 : 


目前 猪 的 疾病 越 来 越 趋 向 于 复杂 化 ， 寻 找 新 型 、 安 全 、 高 效 的 抗生素 蔡 代 品 已 成 为 猪 
养 研究 和 生猪 健康 养殖 的 重要 研究 课题 。 动 物 健康 是 保障 其 生存 、 种 属 繁衍 和 发 挥 遗 传 生 
潜力 的 重要 生物 学 基础 。 营 养 与 免疫 是 动物 健康 的 重要 研究 课题 。 抗 病 基因 与 动物 健康 密 
相关 ,营养 可 通过 改善 免疫 力 和 影响 抗 病 基 因 进 而 提高 机 体 抗 病 力 ， 从 而 增强 动物 健康 和 
善 其 生产 性 能 。 抗 菌 肽 作为 一 种 无 毒 副作用 、 无 残留 的 抗 微生物 添加 剂 上 共有 广阔 的 开发 应 


离 
及 


防 


JHU. WHR (PBDs) 是 动物 体内 防御 系统 中 最 大 的 成 员 ， 它 是 一 类 富 含 半 胱 氨 酸 的 阳 


子 活性 肽 ， 可 形成 3 对 分 子 内 二 硫 键 ， 分 子 质 量 为 2~6 ku。 根 据 防御 素 二 硫 键 的 连接 位 置 
形成 的 空间 结构 ， 可 将 其 分 为 a- 防 御 素 、B- 防 御 素 和 0- 防御 素 ， 其 中 在 猪 体内 仪 发 现 了 PB- 


御 素 ， 且 研究 较 多 的 为 B 防 御 素 -1 (pBD-1) 、B 防 御 素 -2 (pBD-2) 和 6B 防御 素 -3 (pBD-3) 


中 。 防 御 素 具有 广 谱 抗 菌 、 抗 病毒 活性 和 非特 异性 细胞 毒性 作用 ， 可 以 调节 体内 适应 性 免疫 


及 


道 


2E 
= 于 


Ee 


和 
为 
高 
aren 
= 于 
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aa 


其 他 抗 微生物 免疫 。 Diamond 等 外 首次 在 牛 的 气管 颖 膜 上 皮 细 胞 中 发 现 了 防御 素 , 由 38~42 
氨基 酸 残 基 组 成 ， 且 主要 存在 于 哺乳 动物 的 皮肤 、 秋 膜 等 上 皮 细 胞 中 。Herrera 等 由 研究 报 


， 人 类 pBD-2 和 pBD-3 与 成 人 口腔 上 皮 细 胞 的 抗 艾 滋 病 病毒 耐 药性 的 机 制 密切 相关 。Kall6o 
中研 究 报道 ， 新 型 方法 选择 反应 监测 SRM) 可 以 快速 分 析 防 御 素 与 生物 样本 的 相关 性 。 
虫 具有 其 独特 的 免疫 机 制 ， 在 免疫 防御 体系 中 主要 由 一 系列 抗菌 肽 发 挥 作用 。 骆 雪 等 名 
究 报道 ， 东 亚 飞 蝗虫 体内 含有 抗菌 活性 物质 可 被 诱导 表达 。 温 刘 发 等 四 以 牌 抗菌 肽 饲 喂 猪 
禽 的 试验 证 明 ， 答 抗菌 肽 具有 代替 传统 饲 用 抗生素 应 用 的 潜力 。 由 此 提示 ， 昆 虫 抗菌 肽 作 
一 种 免疫 调节 剂 是 否 对 动物 防御 素 基 因 的 表达 具有 调节 作用 。 云 南 本 地 马 金 猪 生活 在 云南 
原生 态 条 件 下 ,长 期 的 生物 进化 形成 耐 粗 饲 、 生 长 速度 缓慢 、 抗 逆 性 即 抗 病 和 抗 氧化 性 强 
生物 学 特性 和 遗传 特点 。 约 大 乌 猪 是 利用 现代 遗传 育种 技术 ， 经 过 多 代 选 育 而 成 的 含有 
% 马 金 猪 血缘 的 杂交 猪 种 ， 其 瘦 肉 率 和 生长 速度 明显 提高 ， 抗 逆 性 也 可 能 会 发 生 改 变 。 本 


究 检 测 了 上 有 具有 抗菌 活性 的 pBD-1、pBD-2 和 pBD-3 基 因 mRNA 在 乌金 猪 和 约 大 乌 猪 不 同 组 织 
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中 的 表达 ， 同 时 探讨 了 东亚 飞 蝗 抗菌 活性 物质 〈locust antibacterial active substances, LAAS) 


对 猪 免疫 应 激 细胞 pBD-1、pBD-2 和 pBD-3 基 因 mRNA 表 达 的 调节 作用 。 
1 材料 与 方法 
1.1 试验 动物 和 血清 生化 指标 测定 


随机 选取 来 源 一 致 、 健 康 、 饲 养 方式 相同 、 体 重 相 近 的 2 月 龄 乌金 猪 和 约 大 乌 猪 各 12 头 


CARS 1/2) ， 所 有 仔猪 空腹 前 腔 静 脉 采血 5 mL， 制 备 血清 备用 ， 测 定 溶 菌 酶 LSZ) ~ 


免疫 球 蛋白 G UgG) 、 一 氧化 氮 合 酶 NOS). ARKAN CLDH) 、 一 氧化 氮 (NO) 活 


性 或 含量 。IgG 含 量 采 用 全 自动 生化 分 析 仪 测定 ，NO 含 量 及 NOS、LDH、LSZ 活 性 采用 比 色 


法 测定 ， 试 剂 盒 均 由 南京 建成 生物 工程 研究 所 提供 。 


1.2 HERRA 


ant 


试验 仔猪 07:30 空 腹 称 重 后 屠宰 ， 收 集 心 胜 、 肝 胜 、 肺 胜 、 肾 脏 、 空 肠 、 回 肠 、 十 二 指 
J. BOK. DUAL. BRE. SEALE ON RIAH, ARAH, 迅速 剪 碎 , 液 氮 速冻, -80 °C 


保存 备用 。 
1.3 细胞 培养 


选用 培养 至 第 4~5 代 的 皮肤 成 纤维 细胞 Cporcine fetal skin fibroblasts, PFSF) 


DMEM/F12 (1:1) 含 血清 培养 液 (10% 的 胎 牛 血清 ，1%% 的 青霉素 、 链 霉 素 双 抗 ，1%% 的 谷 


AMO) 为 细胞 的 基础 培养 液 ， 在 37*"C、5% COs 培 养 箱 内 进行 培养 。 


14 试验 材料 


， 以 


东亚 飞 蝗 成 虫 提取 物 由 云南 农业 大 学 云南 省 动物 营养 与 饲料 单 胃 动物 营养 三 


完 室 提供 


(抗菌 活性 物质 提取 率 8.62%， 抗菌 活 性 物质 浓度 11.78 mg/mL) ， 选 用 东亚 飞 星 针 刺 逆 大肠 


杆 苦 法 诱导 其 产生 抗菌 活性 物质 ， 抗 菌 活 性 物质 主要 为 防御 素 。 有 具体 方法 为 : 东亚 飞 蝗 成 虫 


针 刺 腹部 ， 温 泡 于 处 于 对 数 生长 的 大 肠 杆 菌 菌 悬 液 中 10 min， 作 用 24 h， 收 集 虫 体 ，-80 “CK, 


Sa BDA ERP, 


1.5 脂 多 糖 (LPS) 诱导 猪 细 胞 免疫 应 激 模 型 的 建立 


在 基础 培养 液 中 分 别 加 入 0 〈 对 照 ) 、0.1、1.0、10.0、100.0 hg/mL 的 LPS， 诱 导 细胞 


mu 


生 免 疫 应 激 ， 每 组 24 个 重复 〈1 个 24 孔 板 ) ， 每 孔 为 1 个 重复 。 于 培养 后 0、9、18 


、36 h 观 察 


细胞 状态 (图 1) ， 从 中 选择 10 hg/mL 和 培养 18 h 分 别 为 试验 LPS 浓 度 和 考察 时 间 点 。 在 应 激 
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96 


的 细胞 培养 下 中 移 去 培养 液 ,用 磷酸 盐 绥 冲 液 (PBS) 冲洗 , 添加 600 pg/mLILAAS, 0, 3, 


6、12、24、48 h 后 检测 培养 液 中 细胞 的 pBD-1、pBD-2、pBD-3 基 因 mRNA 的 表达 情况 ， 从 


中 选择 3 个 基因 mRNA 表 达 量 均 较 高 的 24 h 时 间 点 作为 试验 考察 时 间 点 ;然后 在 此 时 间 点 上 


分 别 考察 0、75、150、300、600、1 200 pg/mL 6 个 浓度 的 LAAS 对 PFSF pBD-1、pBD-2、pBD-3 


基因 mRNA 的 表达 的 影响 。 


A: 无 任何 处 理 的 细胞 ，B: 10 pg/mL 脂 多 糖 诱导 的 免疫 应 激 状 态 细胞 ，C: 应 激 后 换 月 


液 培 养 24h 后 的 细胞 D: 100 pg/mL 脂 多 糖 诱 导 的 过 度 应 激 死 亡 细 胞 。 


HEF LAAS 的 培养 


A: cells without any treatment; B: immune stress cells induced by 10 ng/mL LPS; C: cells cultured in culture 


medium containing LAAS for 24 h after stress; D: dead cells of excessive stress induced by 100 g/mL LPS. 


图 1 不 同形 态 的 PFSF 


Fig.l PFSF in different modality 


1.6 细胞 培养 液 中 LDH、NOS、LSZ 活性 及 NO 含量 的 测定 


细胞 培养 液 中 LDH 活性 采用 比 色 法 涡 


采用 比 色 法 测定 ; LSZ 活性 采用 比 浊 法 测定 。 所 有 测定 试剂 盒 均 购 


所 。 


1.7 总 RNA 提 取 


JE; NO EEX 


自 南京 建成 生物 了 


硝酸 还 原 酶 法 测定 ，NOS 活性 


[ 程 研 究 


各 组 织 及 细胞 总 RNA 提 取 按 照 RNAsimple Total RNA Kit (北京 天 根 ) 试剂 盒 说 明 书 进 
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行 ， 每 50~100 mg 组 织 加 1 mL RIK. SARAH EMEA, MARGE. BUA 


到 的 总 RNA 溶 解 于 超 纯 水 中 ， 总 RNA 的 纯度 与 浓度 分 别 用 分 光 光 度 计 在 260 与 280 nm 下 检 


测 ，ODz60nm/OD280 nm 在 1.8~2.0 之 间 方 可 采用 。 
18 RIEK 

采用 相同 浓度 的 总 RNA 样 品 按 试剂 盒 (TaKaRa, AAS) 说 明 书 要 求 配制 反 转 录 反 应 液 ， 
总 体系 10 hL。 用 于 实时 菊 光 定量 的 反 转 录 产 物 CDNA) 于 -20 °C 保存 。 


1.9 常规 PCR 反 应 结 


以 提取 的 RNA 反 转录 产物 作为 模板 进行 常规 PCR 反 应 ， 用 2% 琉 脂 糖 凝 胶 电泳 检测 PCR 


产物 ， 结 果 如 图 2 所 示 ， 基 因 PCR 扩 增产 物 条 带 清 晰 、 明 亮 、 无 杂 带 ， 说 明 引 物 可 以 特异 性 
扩 增 出 目的 产物 。 


Marker: 100 bp DNA 分 子 量 标 准 ，1: pBD-1 基 因 ; 2: pBD-2 基 因 ; 3: pBD-3 基 因 ; 4: B- 肌 动 蛋 白 ; 5: H 


油 醛 -3- 磷 酸 脱 氧 酶 基因 ; 6: 18S rRNA。 
Marker: 100 bp DNA ladder marker; 1: pBD-1 gene; 2: pBD-2 gene; 3: pBD-3 gene; 4: ACTB gene; 5: 


GAPDH gene; 6: 18S rRNA. 


图 2 ”PCR 产 物 2% 琼 脂 糖 凝 胶 电泳 结果 


Fig.2 Results of 2% agarose gel electrophoresis of PCR product 


1.10 KJC PCR 


ERcDNAH FENKE EPCRIBK ASRAH A-3- it, ALE (GAPDH) ~ 18S 
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因 引 物 设计 采用 


117 Primer Express Software (PE Applied Biosystems, CA) ， 引 物 序列 参数 见 表 1。 采 用 Eva Green 


118 PERZ, 反应 在 Bio-Rad CFX96™ Real-Time PCR Systems( 美 国 ) 上 进行 。 反 应 体系 为 20 uL: 


119  SsoFast™ EvaGREEN® Supermix 10 uL (Bio-Rad， 美 国 ) ， 上 、 下 游 引 物 (100 umol/L) 各 
120 1.0 kL，cDNA 模 板 2.0 hL， 加 灭 菌 去 离子 水 至 20 pL。 样品 分 装 于 96 孔 板 (Bio-Rad, ŽE) 


121 P, Æt% (Bio-Rad， 美 


122 20s，72 sC、15 s，40 个 循环 。 


127 。 对 表达 量 来 表示 ， 相 对 荧光 定量 计算 方法 采用 


Pfaff1" 方 法 计 入 


国 ) 盖 紧 。 反 应 条 件 为 : 95 C，10 min; 95°C, 5s, 60°C, 


123 #21 SEINE PCR 引物 参数 
124 Table 1 Parameters of primers for RT-qgPCR 
基 医 引物 序列 扩 增 长 度 GenBank 登录 号 
Genes Primer Sequences (5'-3') Amplification length/bp GenBank accession No. 
B 防御 素 -1 5’°-ACCGCCTCCTCCTTGTAT-3’ 146 NM_213838.1 
pBD-1 5-GGTGCCGATCTGTTTCAT3， 
B 防御 素 -2 5’°-CCTGCTTACGGGTCTTG-3’ 166 NM_214442.1 
pBD-2 5°-TCTGCTGTGGCTTCTGG-3’ 
B 防御 素 -3 5’-GAAGTCTACAGAAGCCAAAT-3’ 102 NM_214444.1 
pBD-3 5’-GGTAACAAATAGCACCATA A-3’ 
P- 肌 动 蛋白 5’-TCTGGCACCACACCTTCT-3’ 114 DQ178122 
ACTB 5’-TGATCTGGGTCATCTTCTCAC-3’ 
甘油 醛 -3- 磷 酸 脱氧 酶 5’°-ACATCAAGAAGGTGGTGAAG-3’ 178 AFO17079.1 
GAPDH 5°-ATTGTCGTACCAGGAAATGAG-3’ 
18S rRNA 5°-CTGCCTTCCTTGGATGTG-3’ 195 HQ127318.1 
5°-GCGGCTTTGGTGACTCTA-3’ 
125 ”1.11 数据 分 析 
126 所 有 组 织 的 防御 素 表 达 量 均 以 GAPDH、18SrRNA、ACTB 为 内 参 基因 ， 最 终 以 mRNA 相 


。 所 有 数据 均 采 用 Excel 进 行 


128 ”整理 ， 采 用 SPSS 19.0 统 计 软 件 进行 统计 处 理 ， 结 果 用 平均 值 + 标准 差 表 示 ， 各 组 织 间 的 基因 
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表达 采用 Duncan 氏 法 进行 多 重 比较 。P<0.05 为 差异 显著 ，P<0.01 为 差异 极 显著 。 
2 4 R 
21 乌金 猪 与 约 大 乌 猪 的 血清 生化 指标 


如 表 2 所 示 ， 乌 金 猪 血 清 LSZ 活 性 和 IgG 含量 显著 高 于 约 大 乌 猪 CP<0.05) ， 血 清 NO 含 


量 极 显著 低 于 约 大 乌 猪 (P<0.01) 。 乌 金 猪 血 清 LDH 和 NOS 活 性 低 于 约 大 乌 猪 ， 但 差异 不 显 


四 | 


3 (P>0.05) 。 


R2 乌金 猪 与 约 大 乌 猪 的 血清 生化 指标 


Table 2 The serum biochemical indices of Wujin pigs and Yuedawu pigs 


项 目 Items 约 大 乌 猪 Yuedawu pigs 乌金 猪 Wujin pigs 
溶菌 酶 LSZ/ (U/mL) 214.18+7.63? 294.67+9.86? 
免疫 球 蛋 白 G IgG/ (mg/mL) 65.86+2.46 81.27+2.088 
乳酸 脱氧 酶 LDH/ (U/L) 5 468.71+96.97 5 094.46+109.23 
一 氧化 氮 合 酶 NOS/ (U/mL) 31.61+1.33 23.79+1.05 
一 氧化 氮 NO/ (umol/L) 392.18+13.45^ 250.06+9.74? 


同行 数据 肩 标 小 写字 母 不 同 者 表示 差异 显著 (P<0.05), 肩 标 大 写字 母 不 同 者 表示 差异 极 显著 (P<0.01 )， 


肩 标 无 字母 或 相同 字母 表示 差异 不 显著 (P>0.05)。 
In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference (P<0.05) , and 
with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01) , while with no letter or the same 


letter superscripts mean no significant difference (P>0.05). 


2.2 乌金 猪 与 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 pBD-1、pBD-2、pBD-3 基 因 mRNA 的 表达 差异 


2.2.1 不 同 组 织 间 pBD-1 基 因 mRNA 的 表达 规律 


如 图 3-a 所 示 , 乌金 猪 和 约 大 乌 猪 各 个 组 织 中 均 用 实时 殉 光 定量 PCR 方法 检测 到 pBD-1 


基因 mRNA 的 表达 。 在 乌金 猪 不 同 组 织 间 pBD-1 基因 mRNA 表达 量 较 高 的 组 织 为 皮肤 和 卵 
桌 ， 表 达 量 较 低 的 组 织 为 心脏 和 肾脏 。 在 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 pBD-1 基因 mRNA 表达 量 较 
高 的 组 织 为 皮肤 和 卵 梨 ， 表 达 量 较 低 的 组 织 为 心 胜 和 肌肉 。 


2.2.2 不同 组 织 间 pBD-2 基 因 mRNA 的 表达 规律 


如 图 3-b 所 示 ， 乌 金 猪 和 约 大 马 猪 各 个 组 织 中 均 用 实时 荧光 定量 PCR 方 法 检测 到 PBD-2 
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表达 量 EFL 


如 


图 3-c 所 示 
基因 mRNA 的 表达 。 在 乌金 


基因 mRNA 的 表达 。 在 乌金 
E 较 低 的 组 织 是 心脏 和 肌肉 。 在 约 大 乌 猪 不 同 
织 为 肝脏 和 肾脏 ， 表 达 
2.2.3 不 同 组 乡 


猪 不 同 组 


猪 不 同 组 织 间 pBD-33 


表达 量 较 低 的 组 织 为 心 胜 和 十 二 指 肠 。 
的 组 织 为 皮肤 和 卵巢 ， 
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0 约 大 乌 猪 各 个 组 织 中 均 用 实时 荧光 定量 PCR 方 法 检测 到 pBD-3 
基因 mRNA 表达 量 较 高 的 组 织 为 皮肤 和 举 丸 ， 
在 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 pBD-3 基 因 mRNA 表 达 量 较 高 
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Ke 


(P<0.05) ， 大 写字 母 不 同 者 表示 差异 极 显著 


著 (P<0.05) ，## 表 示 差 异 极 显著 (P<0.01) . B 


区 


4 同 。 


Data columns of the same breed of pigs with different small letter superscripts mean significant difference 


(P<0.05), and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01). Data columns of the 


same tissue with * mean significant difference (P<0.05), and with ** mean significant difference (P<0.01). The 


same as Fig.4. 


167 


168 


169 


170 


171 


172 


173 


174 


175 


176 


177 


178 


179 


180 


181 


182 


183 


184 


185 


图 3 ”乌金 猪 与 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 pBD-1，PpBD-2，pBD-3 基 因 mRNA 的 表达 差异 
Fig.3 mRNA expression difference of pBD-1, pBD-2, pBD-3 genes in different tissues of Wujin 
pigs and Yuedawu pig 


2.3 LAAS 对 PFSF 培 养 液 应 激 参 数 的 影响 


如 表 3 Prax, 正常 细胞 : 与 对 照 组 比较 ，300 ug/mL LAAS 极 显著 降低 了 培养 液 中 LDH 


活性 (P<0.01), 再 增加 LAAS 浓度 LDH 活性 继续 增加 。 应 激 细 胞 : 与 对 照 组 相 比 , 300 pg/mL 


LAAS 极 显 著 降 低 了 培养 液 中 LDH 活性 (P<0.01), 再 增加 LAAS 浓度 LDH 活性 继续 增加 。 


不 论 是 正常 细胞 还 是 LPS 应 激 细 胞 ， 各 LAAS 组 培养 液 中 NO 含量 均 极 显著 高 于 对 照 组 


( 除 75 neg/mL 组 正常 细胞 外 ) CP<0.01) ， 正 常 细胞 和 应 激 细胞 培养 液 中 NO 含量 均 以 600 


hg/mmLLAAS 组 最 高 ， 分 别 为 (16.50+3.76) hegmmL 和 (20.3942.81) pg/mL. 


正常 细胞 : 随 着 LAAS 浓度 的 增加 , 培养 液 NOS 活性 呈 上 升 趋势 。 应 激 细胞 : 随 着 LAAS 


浓度 的 增加 , 培养 液 中 NOS 活性 呈 下 降 趋 势 。 应 激 细 胞 与 正常 细胞 相 比 , 0、75 和 150 pg/mL 


LAAS 组 NOS 活性 显著 或 极 显著 增加 (P<0.05 或 P<0.01) 。 


正常 细胞 : 添加 600、1 200 pg/mL LAAS 时 LSZ 活性 极 显著 低 于 对 照 组 (P<0.01) 。 


应 激 细 胞 :添加 300、1 200 pg/mL LAAS 时 LSZ 活性 极 显 著 低 于 对 照 组 (P<0.01)。 添 加 


ASS 


150, 300, 600 和 1 200 pg/mL LAAS 时 应 激 细 胞 与 正常 细胞 LSZ 活性 差异 显著 或 极 显 著 
(P<0.05 或 P<0.01) 。 
表 3 LAAS 对 PFSF 培 养 液 应 激 参 数 的 影响 


Table 3 Effect of LAAS on stress parameters of culture medium of PFSF 
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194 


项 细胞 类 型 
Items Cell types 
乳酸 脱氧 酶 正常 
LDH/ (U/L) Normal 
Da 
Stressed 
一 氧化 氮 NO/ 正常 
(umol/L) Normal 
Da 
Stressed 
一 氧化 氮 合 酶 正常 


NOS/(U/mL) Normal 


BS 
bel 

m 
tn 
N 
EE 
EE 
ak 


同行 数据 肩 标 小 写字 母 不 同 者 表示 差异 显著 (P<0.05) ， 肩 标 大 写字 母 不 同 者 表 
显著 CP<0.01); 同一 指标 、 同 列 数 据 肩 标 * 表 示 差 异 显 著 CP<0.05 ), # RE 


In the same row, values with different small letter superscripts mean significant difference 


Stressed 
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LAAS 浓 度 LAAS concentration/(ug/mL) 
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十 26.34Aa 
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士 18.33Aab 
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245.08 


+23 ,32ABbe 


13.53 


42,5] Aad 


16.50 


+1.9440b 


+0.068>" 


300 600 1200 
214.44 239.45 242.28 
+16.97% +11.76ABbe +13.71ABbe 
192.13 236.32 256.02 
+14,7784 +17.7448¢ +26.45Aabe 
15.65 16.50 15.45 
+2.85Aab +3.76^ +1.51Aab 
17.40 20.39 18.11 
+1.864% 42.814 41.444 
2.54 2.32 2.86 
+0.28ABab +0.38ABabe +0.28B? 
2.86 2.86 2.68 
+0.51° +0.71° +0.31° 
0.86 0.70 0.70 
+0.05483" +0.088>** +0.49Bb* 
0.55 1.56 0.55 
士 0.06DPd 二 0.17Aa” 40.042% 

示 差 异 极 
示 差 异 极 显 著 (P<0.01) 。 


(P<0.05) , and with different capital letter superscripts mean significant difference (P<0.01) . In 


the same column, values of the same index with * mean significant difference (P<0.05) , and with ** 


means significant difference. 


2.4 LAAS Xt PFSF pBD-1, pBD-2 il pBD-3 基 


如 


图 4-a 所 示 ， 应 激 细胞 pBD-1 基 


因 mRNA 的 表达 量 均 高 于 了 


因 mRNA 表达 的 影响 


E 常 细胞 ，LAAS 浓度 为 0、 


75、300 ug/mL 时 差异 极 显著 (P<0.01) ，LAAS 浓度 为 150 pg/mL 时 差异 显著 (P<0.05) 。 


ži 
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195 MÆ LAAS 浓度 的 增加 ， 应 激 细 胞 和 正常 细胞 pBD-1 基因 mRNA 的 表达 量 均 增 加 ， 当 LAAS 


196 ”浓度 为 150 pg/mL IY, pBD-1 基因 mRNA 的 表达 量 最 高 ， 随 后 呈 降 低 趋势 。 


197 由 图 4-b 所 示 ， 应 激 细 胞 pBD-2 基因 mRNA 的 表达 量 均 高 于 正常 细胞 ，LAAS 浓度 为 0、 


198 75, 150, 300 ug/mL 时 差异 极 显著 (P<0.01) , LAAS 浓度 为 600 hg/mL 时 差异 显著 (P<0.05) 。 


199 MÆ LAAS 浓度 的 增加 ， 应 激 细 胞 和 正常 细胞 pBD-2 基因 mRNA 的 表达 量 均 增 加 ， 当 LAAS 


200 ”浓度 为 150 pg/mL If, pBD-2 基因 mRNA 表达 量 最 高 ， 随 后 呈 降 低 趋势 。 


201 由 图 4-c 所 示 ， 应 激 细 胞 pBD-3 基因 mRNA 的 表达 量 均 高 于 正常 细胞 ，LAAS 浓度 为 0、 


202 75 hg/mL 时 差异 极 显著 (P<0.01) ，LAAS 浓度 为 150、1200 pg/mL 时 差异 显著 (P<0.05) 。 


203 BA LAAS 浓度 的 增加 ， 应 激 细胞 和 正常 细胞 pBD-3 基因 mRNA 的 表达 量 均 增 加 ， 当 LAAS 


204 ”浓度 为 150 pg/mL 时 ，pBD-3 基因 mRNA 表达 量 最 高 ， 随 后 呈 降 低 趋势 。 
205 
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207 c 
208 图 4 LAAS 对 PFSF pBD-1, pBD-2, pBD-3 基因 mRNA 表达 的 影响 
209 Fig.4 Effect of LAAS on mRNA expression of pBD-1, pBD-2 and pBD-3 genes of PFSF 


210 3 讨 论 


211 3.1 血清 生化 指标 的 变化 


212 液 免 疫 球 蛋白 浓度 是 仔猪 免疫 功能 和 健康 的 重要 标识 之 一 。IgG 有 具有 免疫 替代 和 免疫 
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213 调节 的 双重 治疗 效果 外。 本 试验 结果 显示 ， 乌 金 猪 血清 IgG 含量 显著 高 于 约 大 乌 猪 ， 血 清 NO 
、LDH 和 NOS 活 性 低 于 约 大 乌 猪 。NO 在 免疫 反应 中 具有 重要 作用 ， 通 过 非特 异性 杀伤 


la 


214 € 


la 


215 细菌、 真菌 、 寄 生 虫 和 肿瘤 细胞 而 增强 非特 异性 免疫 功能 ， 适 量 的 NO 含量 有 助 于 宿主 增强 
216 ”人 免疫 能 力 。 乌 金 猪 血清 LSZ 活 性 显著 高 于 约 大 乌 猪 ， 在 畜 禽 养殖 中 ， 应 用 LSZ 可 以 提高 仔猪 
217 ”的 生产 性 能 、 降 低 腹泻 率 、 增 强 免疫 力 外 。 结 果 提 示 ， 培 育 猪 种 约 大 乌 猪 的 免疫 功能 发 生 了 
218 ”适应 性 变化 。 


219 ”3.2 品种 差异 和 组 织 特异 性 
220 本 研究 发 现 ， 乌 金 猪 与 约 大 乌 猪 不 同 组 织 中 pBD-1 基 因 mRNA 表 达 量 较 高 的 组 织 为 皮肤 


221 “和 卯 和 偶 ，pBD-2 基 因 mRNA 表 达 量 较 高 的 组 织 为 肝脏 和 肾脏 ， 与 Veldhuizen 等 t0 检 测 的 杂交 
222 i (AR X AKAM) 防御 素 表达 结果 类 似 。pBD-3 基 因 mRNA 表 达 模 式 与 pBD-1 相 似 ， 
223 ”在 皮肤 、 睾 丸和 卵 梨 中 表达 量 较 高 ， 这 与 Sang 等 0 报道 的 远亲 杂交 猪 pBD-3 基 因 mRNA 在 十 
224 ”二 指 肠 、 肝 脏 、 皮 肤 、 举 丸 及 附 田 上 表达 较 高 的 试验 研究 结果 不 完全 一 致 ， 原 因 可 能 与 猪 种 
= 25 ”及 日 龄 有 关 。 已 有 研究 证 明 ， 不 同日 龄 、 不 同 健康 状况 的 试验 动物 具有 不 同 的 防御 素 基因 
226 mRNA 表达 模式 L231。 迄今 为 止 有 关 云 南 高 原本 地 乌金 猪 和 约 大 乌 猪 不 同 组 织 间 防御 素 基 
| 227 ” 因 mRNA 表 达 差 异 的 研究 报道 尚未 见 到 。 

228 皮肤 作为 机 体 和 环境 间 的 第 1 道 屏障 ， 它 的 破坏 易 使 病原 菌 直接 入 侵 机 体 ， 导 致 炎 症 其 
229 ”至 发 生 疾病 。 本 试验 结果 表明 ， 乌 金 猪 和 约 大 乌 猪 pBD-1、PpBD-3 基 因 mRNA 在 皮肤 的 表达 
230 ” 量 最 高 ， 皮 肤 表面 防御 素 的 大 量 存在 有 利于 增强 猪 机 体 的 抗 病 能 

231 小 肠 不 仅 是 动物 消化 吸收 的 主要 场所 ， 也 是 机 体重 要 的 免疫 器 官 。 安 沙 等 0 研究 报道 
232 ”初生 到 60 日 龄 , pBD-1 和 pBD-3 基因 mRNA 在 猪 肠 道 中 的 表达 呈 上 升 趋势 。 约 大 乌 猪 小 肠 
233 ”中 pBD-1、pBD-3 基因 的 表达 量 高 于 乌金 猪 。 结 果 提示 ， 含 有 乌金 猪 血 缘 的 约 大 乌 猪 小 肠 免 
234 ” 疫 功 能 发 生 了 适应 性 改变 。 

235 在 心脏 、 肾 脏 和 肌肉 等 组 织 器 官 中 ， 均 检测 到 防御 素 基因 mRNA 的 表达 。 防 御 素 基因 
236 mRNA 在 肝脏 、 肾 脏 中 表达 趋势 一 致 ， 均 为 约 大 乌 猪 高 于 乌金 猪 ，pBD-2 基 因 mRNA 在 肝脏 
237 ”和 肾脏 的 表达 量 极 显著 高 于 其 他 组 织 ， 为 所 检测 12 个 组 织 中 表达 量 最 高 的 2 个 组 织 ， 结 果 与 
238 ”Veldhuizen 等 0 报道 的 杂交 猪 (约克 夏 X 荷 兰 长 白猪 ) 防御 素 表达 结果 一 致 。 


239 胰腺 中 , pBD-1 基 因 mRNA 在 约 大 乌 猪 的 表达 量 低 于 乌金 猪 , 而 pBD-2、pBD-3 基 因 mRNA 
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竺 于 进一步 研究 。 


在 约 大 乌 猪 的 表达 量 则 高 于 乌金 猪 , 有 关 胰 腺 中 防御 素 基 因 表达 差异 与 胰腺 功能 间 的 联系 有 
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本 试验 结果 表明 ， 绝 大 多 数 约 大 乌 猪 组 织 中 防御 素 基 因 mRNA 的 表达 量 高 于 乌金 猪 。 


ANS 


3.3 胞 免疫 应 激 参 数 变化 


试验 研究 选择 本 试验 团队 提供 


的 东亚 飞 蝗 为 试验 材料 , 选用 东亚 飞 蝗 针 刺 蕊 大 肠 杆菌 法 


诱导 其 产生 抗菌 活性 物质 。 邹 峰 05 通 过 对 各 种 家 晶 幼虫 抗菌 肽 诱导 表达 方式 进行 筛选 ， 以 


瑚 活性 为 指标 ， 确 定 了 猪 装 饲 养 诱 导 法 。 索 相 敏 等 09 以 黄粉 虫 幼 虫 和 甜菜 夜 蛾 幼虫 为 材 
料 ， 发 现 以 针 刺 芯 大 肠 杆 菌 法 诱导 得 到 的 抗菌 


肽 的 抑 菌 活性 最 强 。LDH 存 在 于 猪 体内 各 组 


织 器 官 中 , 是 国际 上 常用 的 评价 细胞 存活 状态 、 生 长 状态 和 损伤 状态 的 检测 指标 ， 用 于 检测 
细胞 整体 损伤 ， 损 伤 细胞 因 胞 溶 人 


FE 用 而 使 LDH 释 放 于 细胞 外 。 骆 雪 等 (7 研究 报道 ， 工 - 精 氨 


酸 能 够 降低 猪 胎儿 PFSF 培 养 液 中 LDH 活 性 ， 提 高 NO 含量 以 及 NOS、LSZ 活 性 。 本 试验 结果 
表明 ， 以 LPS 刺 激 PFSF 产 生 人 免疫 应 激 时 ，NO 含 量 及 LDH、NOS、LSZ 活 性 免疫 应 激 参 数 均 
发 生 不 同 程度 的 升 高 , 添加 适宜 浓度 的 LAAS 有 利于 维持 细胞 形态 和 正常 生长 。 有 研究 表明 ， 
通过 减少 白细胞 来 促进 诱导 型 NOS 产 生 ， 能 保护 肠 道 免 受 炎症 损伤 9。 


3.4 LAAS 对 PFSF 防 御 素 基因 的 诱导 表达 


ANS 


胞 培养 结果 显示 ，LAAS 可 诱导 猪 防御 素 基 因 mRNA 的 表达 ，LPS 诱 导 猪 免疫 应 激 细 


胞 防御 素 基因 mRNA 表 达 量 均 明显 高 于 正常 细胞 。 虽然 目前 关于 防御 素 产生 的 分 子 机 制 还 不 


十 分 清楚 ， 但 当 细 菌 微生物 侵袭 时 ，LPS、 细 菌 闫 毛 等 可 被 模式 识别 受 体 识 别 和 结合 ， 启 动 


机 体 免 疫 防御 反应 n9， 从 而 产生 大 量 防御 素 。 E 


P20， 与 本 试验 结果 一 致 。 


在 本 试验 所 设计 的 LAAS 浓 度 范 


究 表 明 ，LPS 可 以 诱导 上 皮 细 胞 产生 防御 素 


围 之 内 ，LAAS 对 防御 素 基 因 具 有 诱导 表达 作用 ， 当 


LAAS 浓 度 为 150 hg/mL 时 ， 均 能 显著 提高 pBD-1、pBD-1 和 pBD-3 基 因 的 mRNA 表达 量 。 有 研 


完 表 明 ， 昆 虫 抗 清 肽 不 仅 对 细 戎 有 杀伤 作用 ， 而 且 对 真 戎 、 病 毒 、 肿 瘤 细 胞 和 病原 虫 具 有 广 


泛 的 抑制 作用 中 ， 与 本 试验 结果 一 致 。LAAS 浓 度 与 猪 不 同 组 织 B- 防 御 素 表达 量 之 间 的 适宜 
剂量 效应 仍 需要 进一步 研究 。 本 试验 猪 不 同 组 织 和 LAAS 浓 度 对 免疫 应 激 细胞 防御 素 基 因 
mRNA 表达 的 调节 作用 及 其 细胞 免疫 应 激 参 数 研究 结果 提示 ， 有 关 LAAS 提 高 猪 的 免疫 力 和 


机 体 抗 病 能 力 的 机 制 值得 进一步 深入 研究 。 
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4 4 论 


(D 马 金 猪 血清 LSZ 活 性 、IgG 含 量 显著 高 于 约 大 乌 猪 , 血清 NO 活性 极 显著 低 于 约 大 马 猪 。 
他) 乌金 猪 和 约 大 乌 猪 防御 素 基 因 的 表达 存在 明显 的 品种 差异 性 和 组 织 特异 性 。2 个 品 和 


猪 的 pBD-1、pBD-3 基 因 均 在 皮肤 和 卵巢 表达 量 较 高 ，pBD-2 基 因 在 肝脏 和 肾脏 表达 量 较 高 。 


@ 适 宜 浓 度 的 LAAS 能 够 降低 细胞 LDH 活 性 ， 增 加 NO 含量 及 NOS、LSZ 活 性 。 


由 适宜 浓度 的 LAAS 能 够 上 调 应 激 细胞 与 正常 细胞 防御 素 的 表达 量 ， 且 LAAS 浓 度 为 130 


hg/mL 时 ，pBD-1、PpBD-1 和 PpBD-3 基 因 的 mRNA 表达 量 最 高 。 
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The mRNA Expression of B-Defensins Genes in Different Tissues of Wujin and Yuedawu Pigs and 
Effect of Locust Antibacterial Active Substances on Its Gene Expressions in Immune Stress Cells 
LI Meiquan LIU Hong” ZHANG Chunyong AN Qingcong LUO Xue CHEN Kelin 
GUO Rongfu™ 
(Key Laboratory of Animal Nutrition and Feed Science of Yunnan Province, Yunnan 

Agricultural University, Kunming 650201, China) 
Abstract: This experiment was aimed to investigate the mRNA expression differences of 
B-defensin-1 (pBD-1), B-defensin-2 (pBD-2) and B-defensin-3 (pBD-3) genes in different tissues 
of Wujin pigs and Yuedawu pigs with the blood of Wujin pigs, and also investigate the effect of 
locust antibacterial active substances (LAAS) on the immune stress parameters and mRNA 
expression of B-defensins (pBDs) in procine fetal skin fibroblasts (PFSF). The mRNA expression 
differences of pBD-1, pBD-2 and pBD-3 genes were determined by real-time PCR in 12 tissues 
such as heart, liver, lung, kidney, jejunum, ileum, duodenum, skin, muscle, pancreas, testes and 
ovary of 2-month-old Wujin and Yuedawu pigs. The cultured 4th to 5th generations of PFSF were 
used, and immune stress model was induced by lipopolysaccharides (LPS). Adding different 
concentrations (0, 75, 150, 300, 600 and 1 200 ng/mL) of LAAS in DMEM/F12 culture medium, 
and the effect of LAAS on the immune stress parameters and mRNA expression of pBD-1, pBD-2 
and pBD-3 genes in PFSF were studied. The results showed as follows: 1) The serum lysozyme 
(LSZ) activity and immunoglobulin G (IgG) content of Wujin pigs were significantly higher than 
those of Yuedawu pigs (P<0.05), and serum nitric oxide (NO) content of Wujin pigs was 
extremely significantly lower than that of Yuedawu pigs (P<0.01). 2) The mRNA expression of 
pBD-1, pBD-2 and pBD-3 genes in most tissues of Yuedawu pigs were higher than those of Wujin 
pigs. The mRNA expression of pBD-1 and pBD-3 genes in skin and ovary of two breeds pigs were 


higher than those in other tissues, and the mRNA expression of pBD-2 gene in liver and kidney of 
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two breeds pigs was higher than that in other tissues. 3) The supplementation of 300 ug/mL LAAS 
extremely significantly decreased lactate dehydrogenase (LDH) activity in culture medium 
(P<0.01). LAAS could extremely significantly increased NO content in culture medium except for 
the 75 ug/mL LAAS group in normal cells (P<0.01), and that in normal cells and stressed cells 
both reached the highest when LAAS concentration was 600 pg/mL. When LAAS concentrations 
were 0, 75 and 150 g/mL, nitric oxide synthase (NOS) activity in stressed cells was significantly 
higher than that in normal cells (P<0.05 or P<0.01). The supplementation of 1 200 ng/mL LAAS 
extremely significantly decreased LSZ activity in culture medium (P<0.01). When LAAS 
concentrations were 150, 300, 600 and 1 200 g/mL, LSZ activity had significant differences in 
normal cells and stressed cells (P<0.05 or P<0.01). 4) The mRNA expression of pBD-1, pBD-2 
and pBD-3 genes in stressed cells were higher than those in normal cells. When LAAS 
concentration was 150 ug/mL, the mRNA expression of pBD-1, pBD-2 and pBD-3 genes all 
reached the highest. The results indicate that there are significant differences in species and tissues 
specificity of the mRNA expression of pBDs genes in Wujin and Yuedawu pigs. The proper 
concentration of LAAS can decrease LDH activity, but increase NO content and the activities of 
NOS and LSZ in PFSF, and up-regulate the mRNA expression of pBDs in both stressed cells and 
normal cells. 

Key words: Wujin pigs; Yuedawu pigs; B-defensins; immune stress; locust antibacterial active 


substances 


